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@ Syntheseverfahren zur Herstellung von Tubulysinen 

@ ErfindungsgemaB wird die absolute Konfiguratlon von 
Tubulysin, ein Verfahren zur Herstellung von Tubulysinen 
und die dabei eingesetzten Zwlschenprodukte offenbart. 
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Bcschrcibung 

[0001] ErfindungsgemaB wird die absolute Konfiguration von Tubulysin, ein Verfahren zur Herstellung von Tubulysi- 
nen und die dabei eingesetzten Zwischenprodukte offenbart. 
5 [0002] Vor kurzcm habcn wir die Hibulysinc (1) als cine neue, auf das Tubulin- Skclctt wirkcndc, SubstanzfamiUc aus 
Myxobakterien in Trsee vorgesrellt [1]. Tm Gegensate 7.u den Rpothilonen zeigen diese eine mikrolubuli-abbauende Wir- 
kung sowie die vermehrte Ausbildung von Zentrosomen [1] (s. Abb. 1). Mit einer Cytotoxizitat von IC50 = 10-500 pg 
sind die Tubulysine als potentieUe Cytostatika von besonderem Interesse. 

[0003] Die Aufklarung dcr Konstitution crfolgtc mit spcktroskopischcn Mcthodcn, insbcsondcrc 2D-NMR-Tcchnikcn, 
1 0 und durch Rinbau von C-markierteni Acetat und Methionin. Aufgrund der auRergewohnlichen Aktivitat und einer in- 

teressanten Ahnlichkeit zu dem analog wirkenden Dolastatin 10[2a] (s. Abb. 2) wurde ein Programm zur Aufklarung der 
absoluten Konfiguration sowie anschlieBender Totalsynthese des Tetrapeptids in Angriff genommen. 
[0004] Die Konfigurationszuordnung crfolgtc durch Vcrglcich dcr durch Totalhydrolysc crhaltcncn Aminosaurcn mit 
den entsprechenden vSynthese-Intennediaten miltels und HPLOAnalytik. Die Tbbulysine enthalten nur eine protei- 
15 nogene (natiirliche) Aminosaure, Isoleucin. Fiir die Synthese der drei weiteren Bestandteile wurde erfindungsgemaB stets 
ein enantio- bzw. diastereoselekriver Syntheseweg entwickelt. 
[0005] Es zcigcn: 

[0006] Fig. 1: Vermehrte Ausbildung von Zentrosomen und Abbau der Mikrotubuli bei 'Ribulysin D Zugabe 

(0,5 ng/ml, PtKj Zellen der Beutelratte); 
20 [0007] Fig. 2: Tubulysine A-V, Biogenesestudie und Vergleich mit Dolastatin 10 bzw. Lu 103793 [2bl; 

[0008] Fig. 3a: 'H-NMR-Spcktnim von Tubulvsin A (MSO, 400 MHz); 

[0009] Fig. 3b: ^^ONMR-Spektrum von Tubulysin A (DMSO, 400 MHz); 

[0010] Fig. 4: GC-Spektren von Baustein I (FS-Hydrodex p-3P, 25 m, 120"C); 

[0011] Fig. 5: GC-Spektren von Baustein H (Permabond L-Chirasil-Val, 25 m, 80°C); 
25 [0012] Fig. 6: GC-Spektrcn von Baustein IV (FS-Hydrodcx P-3P, 25 m, 165°C); 

[0013] Fig. 7: Relative Konfiguration von 16 (5 in ppm) (W. A. Konig et al. Liebigs Ann. Ghem., 1987, 803 807); 

[0014] Fig. 8: GG-Spektren von Baustein IE (Permabond L-Chirasil-Val, 25 m, 80"G); 

[0015] Fig. 9: Absolute Konfiguration von Tubulysin 1; 

30 Synthese der Aninosaurebausteine 

Baustein I: N-Methyl-pipecolinsaure (Mep) 

[0016] Enantiomerenreine N-Methyl-pipecolinsaure 3 wurde durch reduktive Aminierung von L-Pipecolinsaure 2 dar- 
35 gesteUt (s. Schema 1). Racemische N-Methyl-pipecolinsaure 3* wurde durch Verseifung von kauflichem Ethylester-Ra- 



Schema 1 Synthese von L-N-Methyl-pipecolinsaure 

[a]D = -52 (c = 0, 9 H2O) 
Lit. 3: 

[a]D = -60 (c = 2,2 H2O) 

HO ' IS 



[ 1 HCHO, EtOH f I 

-71^ 



2 3 

Baustein 11: Isoleucin (lie, aUo-Ile) 

[0017] AUe GC-Derivate wurden direkt aus den kauflichen Isoleucin- bzw. aUo-Isoleucin-Enantiomeren dargestellt. 

Baustein III: 2-(3-Amino-l-hydroxy-4-methyl-pentyl)-thiazol-4-carbonsaure ('llibuvalin, Tuv) 

[0018] Ausgehend von N-Cbz-L-Valin 4 wurde der Aminoalkohol 5 dargestellt, der nach Swem-Oxidation mit dem 
Thia7f)l-Wittig-Ylid 6 zum Hnolether 7 umgeset/.t wurde. 

[0019] Saure Hydrolyse des Enolethers lielerte Kelon 8, welches durch Reduktion mit Natriumborhydrid in die diasle- 
reomeren, geschiitzten Tuv-Analoga 9a/b iiberfiihrt wurde. Entsprechend wurde auch das Racemat 8* erhalten (s. 
Schema 2) 
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Schema 2 Darstcllung dcs Baustcins HI (9) 

CbzNH 

1) EtOCOCI, NEta X.^^'^^^OH 1 ) Swern-Oxidation 



4 



^ 2)NaBH„THF | 2) DBU, 

MeO 

5 



Br COgEt 




Baustein IV: 4-Amino-5-phenyl-2-methyI-pentansaure (Hibuphenylalanin, Tup) 

[0020J N-BOG-L-Phenylalanin 10 wurde durch Reduktion, Reoxidation mittels Swern-Oxidation und abschlieBende 
Wittig-Reaktion um eine Ca-Einheit verlangert. Es wurden zwei Produkte erhalten, bei denen es sich um das ofifenkettige 
E-Additionsprodukt 13 sowie das Lactam 12 handelte. Chromatographische Itennung und Hydrierung Ueferte aus 13 ein 
2 : 1 Tsomerengemisch 15a/b, wahrend aus 12 nur das BOC-geschiit/.te Lactam 14 mit 2R/4R-Konfiguration enLstand. 
Nach Ringoffnung und Veresterung mit Diazomethan wurde hieraus diastereomerenreines 15b erhalten (s. Schema 3). 
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Schema 3 Aufbau von Baustcin IV ausgchcnd von Phcnylalanin 

BOCNH BOCNH 

C"^^ 2)BuLi. O 



Ph O Ph 

10 11 



(EtO)2P^C02Me 



,3 ^"^-^ Pd^JH, BOCN^ 1)LiOH.H.O. ^^^^ I 



Ph 

12 




Konftgurationsaufklaning durch GC-Vergleich an chiralen Phasen 

'Ibtalhydrolyse und Derivatisierung 

[0021] Tubulysin wurde fitir 12 h mit 6 N Salzsaure, bzw. filr die Bestimmung von Baustein IV mit Hydrazin-Hydrat 
bei 1(X)°(' abgebaut. AnschlieBende Veresterung mit methanolischer bzw. ethanolischer vSalzsaure bei 1()()°C und Acy- 
lierung mit Trifluoressigsaureanhydrid lieferte die fiir die Messungen verwendeten Derivate. Die synthetisch aufgebau- 
ten Vergleichssubstanzen wurden unter identischen Bedingungen derivatisiert. 

[0022] Da bei saurer Hydrolyse eine teilweise Epimerisiening an C-2 des Bausteins IV aufgetreten war, wurde fiir die 
Bestimmung der Oterminalen Aminosaure Hydrazin-Hydrat, ohne beobachtbare Epimerisiening, eingesetzt. 

Konfigurationsaufklarung von Baustein IH 

[00231 Die /.Liordnung der ahsoluicn Konfiguration von Baustein TTT sollte z.unachst wie bereits fiir die anderen Bau- 
slciue bcscliricbcti crrolgcii. Ubcrrasclicnderweise wurde nach der Derivatisierung von reinem 9a eine starke Racemisie- 
rung des benzylischen Zentrums festgestellt (20-40%). Dies war bei der Derivatisierung von Hibulysin ebenfalls zu be- 
obachten (vollstandige Racemisierung), weshalb eine direkte Zuordnung auf diesem Weg nicht mogHch war. 
[0024] Trti Verlauf der Hydrolyse der beiden 0-Acylgruppen konnten wir ein TYibulysin-Derivat 16 mit cyclischem 
N.O-Acelal isolieren, welches zweifelslrei zumindest die relative Konligurationszuordnung der beiden ZenLren emiog- 
lichte (s. Schema 4). 



55 
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Schema 4 Synthcsc cincs Tubulysin-Dcrivats mit cyclischcm Aoctal 




0.5NHCI, ISmin 
lOO-C 




16 

[0025] Durch Vergleich der NMR-Daten von 16 mit Literalurwerten wurde fiir Baustein HI eint- rclalivL- Irans-Konfi- 
guration abgeleitel (s. Abb. 7). 

L0026J Der Versuch, die nocli tehlende absolute Konfiguralion an C-3' durcli Vergleich aufder Keto-Stufe 8 (s. Schema 
5) diu-chzufuhren, scheiterte, da auf verschiedenen chiralen GC- und IIPLC-Saulen keine Trennung der Enantiomeren er- 
reicht werden konnte. Bin weiterer Abbau sollte nun durch Bayer- Villiger-Oxidation/ -Hydrolyse und Vergleich der Pro- 
dukte mit Valinol bzw. Homovalin erfolgen. Da die Reaktion selbst mit Pertrifluoressigsaure extrem langsam verlief (< 
2% Umsatz in 7d), wurde ein ozonolytischer Abbau untersucht. Umsetzung von 8 mit 'iHmethylsilyltrifludrmethansul- 
fonat lieferte zunachst Silylenolether 17, der nach Ozonolyse und oxidativer Aufarbeitung sowie ^feresterung zu N-Cbz- 
Valinethylester abgebaut wurde (s. Schema 5). 



r 

n 



Schema 5 Abbauversuche ausgehend von Keton 8 

CbzNH 9 o 



"1 



CbzNH OTMS 



Valinol 
Homovalin 



1)03 

2) 



17 



Valln 

[0027] Durch Anwendung dieser Abbau-Sequenz auf die aus Ibbulysin hergesteUte Aminosaure 19 konnte nun dem 
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Ictztcn Stcrcozcntrum die L-Konfiguration zugcordnct wcrdcn (s. Schema 6 und Abb. 8). 



Schema 6 Abbau von Tubulj'sin zu 20 




[0028] Aus den Ergebnissen der GC-Untersuchungen ergibt sich tur Tubulysin tolgende absolute Konfiguration (s, 
Abh. 9): 

[00291 /iiniiclTii solllc cmc konvcrgcnlc loialsvnihcsc von liibiilvsin D unter weitgehender Verwendung derhisher 
dargeslclUen Anuiiosaurcti durchiiL-lulirl wcnlcii ( s. Schema 9). N-Mcihvlpipecohnsaure wurde in racenuschertormein- 
gesetzt. eine Trennung ertolgte dann aul der Dipeptid-btule 27a/b. Baustem III wurde wie bereits beschrieben syntheti- 
siert, der entscheidende Punkt isl hicr der sclckiivc Auloau des Anndoacelals (s. Schema 7). Es ist votgesehen, die 2'-Hv- 
droxyfunktion im Baustein erst, aul eincr luoglichst spaicn Stule durch Reduklion des Ketons einzufuhren. 



Schema 7 Synthese von Baustem-H 22 

o 




[0030] Die Synthese von Baustein IV 25 wird durch Methylicrung der Aminosaure in 2-Position unter Verwendung ei- 
nes Evans-Auxiliars erreicht (s. Schema 8). 



HNBoc 
i 1) Swern Oxidation 

^ 2) Wittig-Reaktion 

11 Ah 
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Schema 8 Synthcsc von Baustcin-IV 25 
HNBoc 



Ph. 



1) NaOH, H2O 

2) PivCI, NEtj 
Evans Auxi j ia r 

COpEt 3) NaHMDS. Mel 
4), HjOj. LiOH 



1 

HN O 



Schema 9 Kupplungsstrategie 



ex. 



II 

OBn R C^NCbzO 



I DECP/NEtg 



N CO2H H^N : 

25 

il. PFPOH/OCC 2. NEt- 1 




|1. PFPOTFA 2. NEtg/Pd/C, Hg 



DECP/NEt3 : Phosphonsaurediethylester-cyanid/Triethylamit 

PFPOH/DCC : Pcntafluorphcnol/Dicyclohcxylcarbodiimid 

PRPOTFA: Pentafluorphenol-Trifluoracetat ' 

AC2O; Essigsaureanhydrid 

TBAF: Tetrabutylammoniumfluorid 
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[0032] Es ist uns gclungcn, die absolute Konfiguration von Tubulysin durch Abbau und Vcrglcich mit Rcfcrcnzsub- 
slanzen aufzuklaren. Die fur die vier Aminosaure-Bausteine ent.wickelt.en Synthesen erlauben nun eine konveigent.e To- 
talsynthese der durch Isolierung nur in auBerst geringen Mengen zuganglichen natiirMchen Tubulysine A-F. Dariiber hin- 
aus erlaubt es diese Strategic, durch Variation der vier Bausteine eine Bibliothek von stereoisomeren und strukturanalo- 
gcn Tubulysincn hcrzustcUcn. 
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[0033] In der Bcschrcibung und den Ansprilchcn konncn R, Rl und R2 unabhangig voncinandcr cin H-Atom, cine Al- 
kylgruppe, eine Arylgruppe oder eine Heteroarylgruppe darstellen. 

[0034] Vorzugsweise ist eine Alkylgrppe eine Cl-6-Alkylgruppe, weist eine Arylgruppe bis zu vier gegebenenfalls an- 
nelierte Ringe auf und weist eine Heteroarylgruppe bis zu vier gegebenenfalls annelierte Ringe auf, wobei jeder Ring bis 
zu drci Hctcroatomc wic z. B. N, O odcr S-Atomc cnthaltcn kann. 



1. Vcrfahrcn zur HcrstoUung 



Patentanspriiche 
Vcrbindung dor Formcl 




)rin R^ ein H-Atom, eine Alkylgruppe, eine Arylgruppe oder eine Heteroarylgruppe ist und R^ ein H-Atom oder 
le ()H-(jruppe ist. 




umgesetzt wird; 

b) eine Verbindung der Formel 22 
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Arylgruppc odcr cine Hctcroarylgruppc is 



COjTMSE 



umgesetzt wird; 

c) die Verbindung der Formel 27b mil der Verbindung der Formel 28 zu einer Verbindung der Formei 29 




COjTMBE 



umgesetzt wird; 35 

d) die Ketogruppe am I'-C-Atom der Verbindung der Formel 29 in eine Acetylgruppe umgewandelt wird; 

e) die Diastereomeren getrennt werden, und 

f) der TMSE-Ester in eine (XX)H-(jruppe umgewandelt wird. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB in Schritt a) Phosphonsaurediethylester-cyanid/'lWe- 
thylamin eingesetzt wird. 40 

3. Verfahren nach einem der vorstehenden Anspruche, dadmx;h gekennzeichnet, daB in Schritt b) Pentafluorphenol/ 
Dicyclohexylcarbodiimid eingesetzt wird. 

4. Verfahren nach einem der vorstehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB in Schritt c) zunachst Penta- 
fluorphenol-Trifluoracetat und dann Tiiethylamin/Pd/C, H2 eingesetzt wird. 

5. Verfahren nach einem der vorstehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB in Schritt d) zunachst die Ke- 45 
rogruppe redu7.iert und dann das I'-C-Atom acetyliert wird. 

6. Vertahreii nach einem der vorstehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB in Schritt f) 'Ibtrabutylammo- 

niumfluorid eingesetzt wird. 

7. Verfahren nach einem der vorstehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB R eine Cl-6-Alkylgruppe, 
eine Arylgmppe mit bis zu vier gegehenenfalls annelierten Ringen oder eine Heteroarylgruppe mit his zu vier ge- 50 
gebenenfalls annelierten Ringen ist, wobei jederRing bis zu drei Heteroatome wie z. B. N, O oder S-Atome enthal- 

8. Verfahren nach einem der vorstehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB daB R eine Ethyl-, Propyl-, i- 
Butyl, sec-Butyl oder tert.-Butylgruppe ist. 

9. Verfahren nach einem der vorstehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB die Vferbindung der Fomiel 3 55 
als Racemat eingesetzt wird. 

10. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, daB die Verbindung der Formel 3 als L- 
Rnantiomeres eingesetzt wird. 

11. Verfahren nach einem der vorstehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB die Verbindung der Fonnel 

26 als Diastereomerengemisch eingesetzt wird. 60 

12. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 10, dadurch gekennzeichnet, daB die Verbindung der Formel 26 in 
der allo-Form eingesetzt wird. 

13. Verfahren nach einem der vorstehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dalS die Verbindung der Fonnel 
22 als Diastereomerengemisch eingesetzt wird. 

14. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 12, dadurch gekennzeichnet, daB die Verbindung der Formel 22 dia- 65 

15. Verbindung der Formel 9a/b 
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CtaUH OH 

COjEt 

1 6. Verbindung nach Anspruch 1 6 mit einer R,R-, S,S-, R,S- oder S,R-Konfiguration. 

17. Verbindung der Formel 8 

CbzNH O 

6 

dadurch gckcnnzcichnct, daB sic als L-Fonn odcr als Raccmat vorlicgt. 

18. Verfahren zur Herstellung einer Verbindung nach Anspruch 15 oder 16, dadurch gekennzeichnet, dafi eine Ver- 
bindung der Formel 8 - vorzugsweise mit Natriumborhydrid in einem Aikohoi - reduziert wird. 

19. Verbindung der Formel 22 

o 

COjH 
22 

worin ein H-Atom, eine Alkylgruppe, eine Arylgruppe oder eine Heteroarylgruppe ist. 

20. Verfahren zur Herstellung einer Verbindung nach Anspruch 19, dadurch gekennzeichnet, dal3 eine Verbindung 
der Formel 8 

a) gegebenenfalls mit NaOH in H2O und 

b) gegebenenfalls mit TMSEOH und DCC versetzt wird und 

c) gegebenenfalls in Gegenwart von Nail mit einer Verbindung der Formel 21 

umgesetzt und dann 

d) gegebenenfalls mit Tbtrafluorbutylammoniumfluorid versetzt wird. 

21. Verfahren zur Herstellung einer Verbindung der Formel 8 dadurch gekennzeichnet, daB eine Verbindung der 

Formel 7 

CbzNH OMe 

^ COjEt 

vorzugsweise in Gegenwart einer sauren Verbindung hydrolysiert wird. 

22. Verfahren zur Herstellung einer Verbindung der Formel 7 dadurch gekennzeichnet, daB eine Verbindung der 
Formel 5 



CbaNH 




5 



oxidiert und mit einer Verbindung der Formel 6 



10 



DE 100 08 089 A 1 

MeO 



Br COjEt 



umgesetzt wird. 

23. Vcrbindung dcr Formcl 15b 



30CNH • 

Mr" 



ir HersteUung einer Verbindung der Formel 15b dadurch gekennzeichnet, daB eine Verbindung der 



BOCN— f 



itstandene Produkt verestert wird. 

25. Vcrfahrcn nach Anspnich 24, dadurch gekennzeichnet, daB die Vcrbindung 15b diastcrcomcrcnrcin ist. 

26. Verfahren zur HersteUung einer Verbindung der Formel 14 dadurch gekennzeichnet, daB eine Verbindung der 30 
Formel 12 

JO 

BOCN- " 



hydriert wird. 

27. Verfahren zur HersteUung einer Verbindung der Formel 12 dadurch gekennzeichnet, daB eine Verbindung der 
Formel 11 

BOCNH 



Pb 

11 

28. Verialircn nach Aribprucli 27. dadurch gekerirueichneU daB die Oxidation eine Swern-OxidaLion ist. 

29. Verfahren nach einem der Anspriiche 27 oder 28, dadurch gekennzeichnet, daB die Verlangerung um eine C3- 
Einheit durch eine Wittigreaktion erfolgt. 

30. Verbindung der Formel 25 



2S 



'CO2TMSE 



HNSoc i 



COjH 
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mit TNSEOH und DCC und dann mit CF3CO2H/CH2CI2 umgcsctzt wird. 

32. Vetfahren 7ur Herstellung einer Verbindung der Formel 24, dadurch gekennzeichner, daB eine Verbindung der 

Formel 23 



23 

in 2-Position methyliert. wird, wobei ein Rvans-Auxiliar eingesetzt. werden kann, und die Esterfunktion dann hydro- 
lysiert wird. 

33. Verfahren zur Herstellung einer Verbindung der Formel 23, dadurch gekennzeichnet, daB eine Verbindung der 
Formel 11 



nnaoc 



20 zunachst einer Oxidation unterzogen wird und dann im Rahmen einer Wittig Reaktion umgesetzt wird. 

34. Verfahren zur HcrstcUung von cincr Verbindung der Formel 3 



Or- 



I 

3 

dadurch gekennzeichnet, daS cine Verbindung der Formel 2 

H O 
2 

reduktiv aminiert wurde. 

35. Verfahren nach Anspruch 34, dadurch gekennzeichnet, daB die Verbindungen derFormeln 2 und 3 in L-Form 
vorliegen. 

Hierzu 10 Seite(n) Zeichnungen 



12 




101 440/17 



ZEICHNUNGEN SEITE 2 



Nummer: 
Int. 017: 

Offenlegungstag: 



DE100 08 089 A1 
C07K 5j/078 
31.Oktober2001 




TubulysinA-F R^ = Et,Pr.'Bu R* = H.OH 




Einbau von ["CjlAcetat ( — und ['^C-Me]Methionin (■) in Tubulysin A 
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Abb. 4 GC-Spektren von Baustein i 
(FS-Hydrodex (i-3P, 25m, 120°C) 
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Abb. 5 GC-Spektren von Baustein II 
(Permabond L-Chirasil-Val, 25m, 80X) 
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Abb. 6 GC-Spektren von Baustein IV 
(FS-Hydrodex fi-3P, 25m, 165°C) 




Baustein IV aus Tubulysin D-Abbau 
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Tup-Diastereomerengemisch 
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Aufstockversuch 
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Abb. 7 
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Abb. 8 GC-Spektren von Baustein ill 
(Permabond L-Chirasil-Val, 25m, 80*C) 
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